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(57) Abstract 

The invention pertains to a process for the microbial production of amino acids. The process in question involves boosting the export 
carrier activity and/or export gene expression of a micro-organism which produces the desired amino acid. According to the invention, it 
was found chat a single specific gene is responsible for the export of a given amino acid, and on that basis a process for the microbial 
produciion of amino acids, involving the controlled boosting of the expon gene expression and/or export carrier activity of a micro-organism 
which produces the amino acid in question, has been developed for the first time. The boosted expression or activity of the expon carrier 
resulting from this process increases the secretion rate and thus increases transport of the desired amino acid. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Vcrfahren zur mikrobieilcn Herscellung von Aminos^urcn, bei dem die Exponcarricraktivitat und/odcr die 
Exporrgcncxpression eincs die cncsprcchcnde Aminosaurc produzicrcnden MiJtroorganismus crhbht wird. Erfindungsgcm^fi wurdc gefunden. 
da6 fur den Export von Aminos^uren JeweiU nur ein etnziges, speziRsches Gen verantwonlich ist. so da6 erfindungsgemaQ crscmais ein 
Verfahrcn zur mikrobieilcn Hcrstcllung von AminosSurcn zur Vcrfugung gcstclU wird. bei dem gezieit die Expongenexpression und/odcr die 
Exportcarrieraktivitat eines die enisprechende Aminosaurc produzicrcnden Mikroorganismus crhdhc wird. Die aus dieser Vcrfahrcnswcisc 
resuiliercnde, gesteigerte Expression bzw. Aktivit^t des Exportcarriers fuhrt zu ciner erhdhten Sccrctionsrate, so daG dcr Transport dcr 
cntsprechenden Aminosaurc erhilht ist. 
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i 

Seschreibung 

Verfahren zur mikrobiellen Herstsllung von Aminosauren 
5 durch gesteigerte Aktivitat von Exportcarriern 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur tnikrobiellen 
Her-stellung von Aminosau'ren gemaS den Anspruchen 1 bis 

10 20, Ex-portgene nach Anspruch 21 bis 26, Regulatorgene 
nach Anspruch 27 und 28, Genstrukturen gemaS den An- 
spriichen 2 9 und 30, Vektoren nach Anspruch 31 bis 33, 
transf ormierte Zelien nach Anspruch 34 bis 40, tMetnbran- 
proteine gemafi Anspruch 41 und 4 2 sowie Verwendungen 

15 nach Anspruch 43 bis 48, 

Aminosauren sind von groSem wirtschaf tlichen Interesse, 
wobei die Verwendung von Aminosauren vielfaltig ist : So 
wird z.B. L-Lysin, wie auch L-Threonin, und L- 
20 Tryptophan als FuCtermittelzusatz benotigt, L-Glutamat 
als Gewiirzzusatz , L-Isoleucin und L-Tyrosin in der 
pharmazeutischen Industrie, L-Arginin und L-Isoleucin 
als Medikamenc, oder L-Glutamat und L-Phenylalanin als 
Ausgangssubstanz zur Synthese von Feinchemikalien . 

25 

Eine bevorzugce Methode zur Herstellung dieser ver- 
schiedensten Aminosauren ist die biotechnologische Her- 
stellung mittels Mikroorganismen; denn auf diese Weise 
wird direkt die biologisch wirksame und optisch aktive 
30 Form der jeweiligen Aminosaure erhalten, und es konnen 
einfache und preisgunstige Rohstoffe eingesetzc werden. 
Als Mikroorganismen werden z.B. Corynebacterium 
glutamicum und seine Verwandten ssp. flavum und ssp, 
lactof ermencum (Liebl ec al.,Int J System Bacceriol 
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(1991) 41:255-260) wie auch Escherichia coli und ver- 
wandte Bakterien eingesetzt. 

Diese= Bakcerien produzieren die Aminosauren normaler- 
5 weise aber nur in der zum Wachstum benocigten Menge, so 
daS also keine uberschiiSigen Aminosauren gebildet und 
ausgeschieden werden. Dies isc darin begriindec, daS in 
der Zelie die Biosynthese der Aminosauren in vieifacher 
Weise kontrolliert wird. Fplglich sind bereits ver- 

10 schiedenste Verfahren bekannt, urn die Produkcbildung 

durch Ausschaltzung der Koncrollmechanismen zu steigern. 
Bei diesen Prozessen werden z.B. Aminosaureanaloga ein- 
gesetzt, urn die effektive Regulation der Biosynthese 
auszuschalten. So ist ein Verfahren beschrieben, bei 

15 dem Corynebacterium-Stamme benutzt werden, die gegen L- 
Tyrosin- und L-Phenylalaninanaloga resistent sind (JP 
19037/1976 und 39517/1978) . Ebenso sind Verfahren be- 
schrieben, bei denen gegeniiber L-Lysin- oder auch L- 
Threoninanaloga resistente Bakterien eingesetzt werden, 

20 um die Kontrollmechanismen zu iiberwinden (EP 0 205 849 
Bl, UK Patent Application GB 2 152 509 A) . 

Weiterhin sind auch durch rekombinante DNA-Techniken 
konstruierte Mikroorganismen bekannt , bei denen eben- 

25 falls die Regulation der Biosynthese aufgehoben ist, 
indem die Gene, die fiir die nicht mehr feedback- 
inhibierbaren Schlusselenzyrae kodieren, kloniert und 
exprimiert werden. So ist z.B. ein rekombinantes , L- 
Lysin produzierendes Bakcerium mit plasmid-kodierter , 

30 f eedback-resistenter Aspartatkinase bekannt (EP 0 381 
527). Ebenso ist ein rekombinantes , L- Phenylalanin pro- 
duzierendes Bakterium mit f eedback-resistenter Pre- 
phenatdehydrogenase beschrieben (JP 124375/1986, EP 0 
438 424) . Dariiber hinaus wurden auch durch Uberexpres- 
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sion von Genen, die niche fur feedback-sensitive Enzyme 
der Aminosauresynthese codieren, erhohce Aminosaureaus - 
beuten erreichc. So wird z.B. die Lysinbildung durch 
erhohte Synchese der Dihydrodipicolinacsynchase verbes- 
5 sert (EP 0 197 3 35) . Ebenso wird durch erhohte Synthese 
der Threonindehydracase eine verbesserte Threoninbil- 
dung erreicht (EP 0 436 886 Al) . 

Weicere Versuche zur Erhohung der Aminosaureprodukt ion 
10 zielen auf eine verbesserte Bereitstellung der zeliula- 
ren Primar-metabolite des Zentralscof f wechsels . So ist 
bekannt, daS die durch rekombinante Techniken erreichce 
Uberexpression der Transketolase eine verbesserte Pro- 
duktbildung von L-Tryptophan, L-Tyrosin, oder L- 
!5 Phenylalanin ermoglicht (EP 0 600 463 A2) . Weiterhin 
fuhrt die Reduktion der Phosphoenolpyruvatcarboxylase- 
Aktivitat in Corynebacterium zu verbesserter Bildung 
aromatischer Aminosauren (EP 0 3331 145) . 

20 Diese vielfaltigen Versuche zur Produkt ivitatssteige - 
rung sind insgesamt darauf gerichtet, die Limitation 
der cytosolischen Synthese der Aminosauren zu iiberwin- 
den. Als eine weitere Limitation kommc grundsatzlich 
aber auch der Export der im Zellinneren gebildeten Ami- 

25 nosauren ins Kulturmedium in Be-tracht. Daher gibt es 
vereinzelte Ansatze, diesen Export und damit die Wirt- 
schaf tlichkeit der Aminosaureprodukt ion zu verbessern. 
So hat man die Zellpermeabilitat bei Coryne -bacterium 
durch Biotinmangel , Detergenz- oder Penicillinbehand- 

30 lung erhoht . Diese Ausschleusehilf en waren jedoch aus- 
schlieSlich bei der Glutamatprodukt ion erfolgreich, 
wahrend die Synthese anderer Aminosauren auf diese Wei- 
se nicht verbessert werden konnte. Auch sind Bakteri- 
enstamme entwickelt worden, bei denen die Aktivitat des 
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Sekret ionssystems aufgrund chemischer oder physikali- 
scher Mutation erhoht isc . Es wurde dadurch beispiels- 
weise ein Corynebacnerium glutamicum-Stamm erhalcen, 
der sich durch eine verbesserte Sekretionsaktivitat 
5 insbesondere fur die L-Lysinproduktion eignet 
(DE 42 03 320) . 

Insgesamt zeichnen sich alle bisher durchgef iihrten Ver- 
suche 2ur Erhohung der Sekretion zellintern gebildeter 

10 Aminosauren dadurch aus, daS ein erhohter Efflux von 
Aminosauren aufgrund der gewahlten ungerichteten bzw, 
unspezif ischen Methoden nur durch Zufall erreicht war- 
den konnte . Einzig in der Deutschen Patentanmeldung No. 
195 23 279.8-41 ist ein Verfahren beschrieben, das es 

15 erlaubt, die Sekretion zellintern gebildeter Aminosau- 
ren ganz gezielt zu erhohen, indem die Expression von 
fur den Import von Aminosauren kodierenden Genen erhoht 
wurde. Die dieser Vorgehensweise zugrundeliegende Er- 
kenntnis, daS die Zelle Importproceine fiir den Export 

20 von Aminosauren verwendet wie auch die Tatsache, daS 

Mikroorganismen von Natur aus keine iiberschiissigen Ami- 
nosauren bilden und ausscheiden, legt die Vermutung na- 
he , daS fiir den Aminosauretransport spezifische Export - 
gene bzw. ^proteine gar nicht exist ieren, sondern dafi 

25 aus der Zelle die Aminosauren iiber andere Exportsysteme 
exkretiert werden , 

Die bisher bekannten Exportsysteme exportieren giftige 
Metallionen, toxische Antibiotika und hdhermolekulare 
30 Toxine . Diese Exportsysteme sind relativ komplex aufge- 
baut : In der Regel sind Membranproteine der Cytoplasma- 
membran beteiligt, die jedoch nur eine Teilreaktion des 
Exports bewirken, so daS vermutlich fur den Transport 
zusaczliche , extracytoplasmat ische Hilf sproteine erf or - 
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derlich sind {Dinh, T. ec al., A family of extiracytio- 
plasmic proceins that allow transport of large molecu- 
les across the outer membranes of gram-negative bacte- 
ria. J. Bacterid. 1994, 176: 3825-3831). Des weiteren 
5 ist bekannt, daS bei dem sec-abhangigen Exportsystem 
fur extrazellulare Proteine mindestens 6 verschiedene 
Proteinkomponenten fur den Export essentiell sind. Die- 
ser Stand der Technik legt die Vermutung nahe, daS 
ebenso die fiir den Export von Aminosauren zustandigen, 

10 aber bislang unbekannten Systeme aus mehreren Protein- 
komponenten bestehen bzw. mehrere Gene fur den Export 
von Aminosauren zustandig sind. Hinweis dafiir konnten 
die von Vrljic et al . beschriebenen (J Bacteriol (1995) 
177: 4021-4027) verschiedenen , im Lysinexport defekten 

15 Mutanten sein. 

Es wurde nunmehr iiberraschenderweise gefunden, dafi fiir 
den Export von Aminosauren jeweils nur ein einziges, 
spezifisches Gen verantwortlich ist, so daS erfindungs- 

20 gemaS erstmals ein Verfahren zur mikrobiellen Herstel- 
lung von Aminosauren zur Verfugung gestellt wird, bei 
dem gezielt die Exportgen-Expression und/oder die Ex- 
portcarrier-Akt ivitat eines die entsprechende Aminosau- 
re produzierenden Mikroorganismus erhoht wird. Die aus 

25 dieser Verf ahrensweise result ierende , gesteigerte Ex- 
pression bzw. Aktivitat des Exportcarriers fvihrt zu ei- 
ner erhohten Sekretionsrate , so dafi der Export der ent- 
sprechenden Aminosaure erhoht ist. Auch akkumulieren 
derart veranderte Mikroorganismen einen erhohten Anteil 

30 der entsprechenden Aminosaure im Kulturmedium . 

Zur Erhohung der Exportcarrier-Aktivitat wird insbeson- 
dere die endogene Aktivitat eines Aminosaure- 
produzierenden Mikroorganismus erhoht. Eine Erhohung 
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der Enzymaktivitat kann beispielsweise erreicht: werden, 
indem durch Veranderung des katalytischen Zentrums ein 
erhdhter Substratumsatz erfolgt oder indem die Wirkung 
von Enzyminhibitoren aufgehoben wird. Auch kann eine 

5 erhohte Enzymaktivitat durch Erhohung der Enzymsynthe- 
sa, beispielsweise durch Genamplif ikationen oder durch 
Ausschaltung von Faktoren, die die Enzym-Biosynthese 
reprimieren, hervorgeruf en werden . Die endogene Export - 
carrier-Aktivitac wird vorzugsweise durch Mutation des 

10 endogenen Exportgens erhoht. Derartige Mutacionen kon- 
nen entweder nach klassischen Methoden ungerichtet er- 
zeugt werden, wie beispielsweise durch UV-Bescrahlung 
Oder mutacionsauslosenden Chemikalien, oder gezielt 
mittels gentechnologischer Methoden wie Delecion (en) , 

15 Insertion (en) und/oder Nukleotidaustausch(e) . 

Die Exportgen-Expression wird durch Erhohen der Genko- 
pienzahi und/oder durch Verstarkung regulatorischer 
Faktoren, die die Exportgen-Expression positiv beein- 

20 flussen, erhoht. So kann eine Verstarkung regulatori- 
scher Elemente vorzugsweise auf der Transkript ionsebene 
erfolgen, indem insbesondere die Transkriptionssignale 
erhoht werden. Dies kann beispielsweise dadurch erfol- 
gen, daS durch Veranderung der dem Strukturgen vorge- 

25 schalteten Promotorsequenz der Promoter in seiner Wirk- 
samkeit erhoht wird oder indem der Promoter kcmpletc 
durch wirksamere Promotoren ausgetauscht wird. Auch 
kann eine Verstarkung der Transkript ion durch entspre- 
chende BeeinfluSung eines dem Exportgen zugeordneten 

30 Regulatorgens erfolgen, wie weiter unten ausgefuhrt 

wird. Daneben ist aber auch eine Verstarkung der Trans- 
lation mdglich, indem beispielsweise die Stabilitat der 
m-RNA verbessert wird. 
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Zur Erhohung der Genkopienzahi wird das Exportgen in 
ein Genkonscrukt. bzw. in einen Vektor eingebaut, vor- 
zugsweise in einen Vektor mit niedriger Kopienzahl . Das 
Genkonscrukt enthalt insbesondere dem Exportgen zuge- 
5 ordnete regulatorische Gensequenzen, vorzugsweise sol- 
che, die die Genexpression verstarken . Die regulatori- 
schen Gensequenzen weisen insbesondere eine fiir die in 
Tabelle 1 angegebene Aminosauresequenz oder deren Al- 
lelvariationen kodierende* Nukleotidsequenz bzw. eine 

10 Nukleotidsequenz von Nukleotid 954 bis 82 gemaiS Tabel- 
le 2 Oder eine im wesentlichen gleichwirkende DNA- 
Sequenz auf . Ailelvariationen bzw. gleichwirkende DNA- 
Sequenzen umfassen insbesondere funkcionelle Derivate, 
die durch Deletion (en) , Insertion (en ) und/oder Substi- 

15 tution(en) von Nukleotiden aus encsprechenden Sequenzen 
erhalclich sind, wobei aber die Regulatorprotein- 
Aktivitat bzw. -Funktion erhalten bleibt oder sogar er- 
hoht ist : So kann durch Mutation der regulatorischen 
Gensequenz die Sffektivitat der Bindung des Regulator- 

20 proteins an die DNA des zu regulierenden Exportgens so 
beeinfluiSt sein, daS dadurch die Transkript ion ver- 
starkt und somit die Genexpression erhoht ist, Des wei- 
teren konnen dem Exportgen als regulatorische Sequenzen 
aber auch sog . "enhancer" zugeordnet sein, die uber ei- 

25 ne verbesserte Wechselwirkung zwischen RNA- Polymerase 
und DNA ebenfalls eine erhohte Exportgen-Expression be* 
wirken. 

Fiir den Einbau des Exportgens in ein Genkonstrukt wird 
30 das Exportgen vorzugsweise aus einem Mikroorganismen- 

Stamm der Gattung Corynebacterium isoliert, und mit dem 
das Exportgen enthaltende Genkonstrukt ein die entspre- 
chende Aminosaure produzierender Mikroorganismen-Stamn , 
insbesondere Corynebacterium, transf ormiert . Die Iso- 
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lierung und Transformation des entsprechenden Trans - 
porcgens erfolgc nach gangigen Mechoden: Im Falle der 
Isolierung und Klonierung eines Transportgens aus Co- 
rynebacterium eignet sich beispielsweise die Methode 
5 der homologen Komplementation einer exportdef ekten Mu- 
tante (J BacterioL (1995) 177: 4021-4027). Falls keine 
direkte Klonierung des Strukturgens moglich ist, kann 
zunachst auch die Insertion von Vektorsequenzen in das 
Transportgen erfolgen, um es dann iiber "plasmid- 

10 rescue"in Form inaktiver Fragmente 2u isolieren. Fiir 

das erf indungsgecnaSe Verfahren eignen sich insbesondere 
Gene aus C. glutamicum ATCC 13032 oder C. glutamicum 
ssp. flavum ATCC 14067 oder auch C. glucamicum ssp. 
lactof ermencum ATCC 13869. Nach Isolierung der Gene und 

!5 deren in vitro- Rekombinat ion mit bekannten Vektoren 

(Appl Env Microbiol (1989) 55: 684-688; Gene 102 (1991) 
93-93), erfolgt die Transformation in die Aminosaure- 
produzierenden Stamme durch Elektroporat ion (Liebl et 
al. (1989) FEMS Microbiol Lett 65: 299-304) oder Konju- 

20 gation (Schafer et al. (1990) J Bacteriol 172: 1663- 

1666) . Fiir die Ubertragung werden vorzugsweise Vektoren 
mit niedriger Kopienzahl eingesetzt, Ais Wirtszellen 
werden vorzugsweise solche Aminosaureproduzenten einge- 
setzt, die in der Synthese der entsprechenden Aminosau- 

25 ren dereguliert sind und/oder die einen erhohten Anteil 
an Zentralstof f wechselmetaboliten enthalten, 

Nach Isolierung sind Exportgene mit Nukleotidsequenzen 
erhaltlich, die fiir die in Tabelle 3 angegebene Ami- 
30 nosauresequenz oder deren Allelvariat ionen kodieren 
bzw. die die Nukleot idsequenz von Nukleotid 1016 bis 
1725 gemaS Tabelle 2 oder eine im wesentlichen gleich- 
wirkende DNA-Sequenz aufweisen. Auch hier umfassen Al- 
lelvariat ionen bzw. gleichwirkende DNA-Sequenzen insbe- 
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sondere funktionelle Derivate im oben fiir die regulato- 
rischen Sequenzen angegebenen Sinne. Diese Exportgene 
werden vorzugsweise im erf indungsgema£en Verfahren ein- 
gesetzt. 

5 

Dem Exportgen mit oder ohne vorgeschaltetem Promoter 
bzw. mit Oder ohne zugeordnecem Regulatorgen konnen ein 
Oder mehrere DNA-Sequenzen vor- und/oder nachgeschalce t 
sein, so daS das Gen in einer Genstruktur enthalten 
10 ist. 

Durch Klonierung von Exportgenen sind Plasmide bzw. 
Vektoren erhaltlich, die das Exportgen enthalten und - 
wie bereits oben erwahnt - zur Transformation eines 

15 Aminosaure-Produzenten geeignet sind. Die durch Trans- 
formation erhaltlichen Zellen, bei denen es sich vor- 
zugsweise um transf ormierte Zellen von Corynebacterium 
handelt, enthalten das Gen in replizierbarer Form, d.h. 
in zusatzlichen Kopien auf dem Chromosom, wobei die 

20 Genkopien durch homologe Rekombination an beliebigen 
Stellen des Genoms integriert werden, und/oder auf ei- 
nem Plasmid bzw. Vektor. 

Es sind eine Vielzahl von Sequenzen bekannt , die fiir 
25 Membran-proteine unbekannter Funktion kodieren. Durch 
die erf indungs -gemaSe Bereitstellung von Exportgenen, 
wie beispielsweise des Exportgens mit der Nukleotidse- 
quenz von Nukleotid 1016 bis 1725 gemaS Tabelle 2, bzw. 
der entsprechenden Exportproceine, wie z.B. das mit der 
30 Aminosauresequenz gemaS Tabelle 1, konnen nunmehr Mem- 
branproteine , deren Funktion der Transport von Ami- 
.nosauren ist, durch Sequenzvergleich ident if iziert wer- 
den. Das damit ident if izierte Exportgen kann anschlie- 
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10 

Send 2ur Verbesserung der Aminosaureprodukt ion nach dem 
erf in-dungsgemaSen Verfahren eingesetzt warden. 

Die aus dem Stand der Technik bekannten Membranproceine 
5 be-sitzen in der Regel 12, 2um Teil auch 4 transmembra- 
ne Helices. Es wurde nunmehr uberraschenderweise gefun- 
den, daS die fiir den Export von Aminosauren zustandigen 
bzw. geeigneten Membranproteine 6 transmembrane Helices 
aufweisen {vgl. z.B. die in* Tabelle 3 aufgefiihrte Ami- 
10 nosauresequenz eines Exportproteins , bei der die 6 

transmembranen Bereiche durch Unterstreichen kenntlich 
gemacht sind) . Damit liegt hier eine bisher noch nicht 
beschriebene und somit neue Klasse von Membranproteinen 
vor , 

15 

Aus f iihrungsbe i sp i e 1 e 

a) Klonierung eines Exportgens und Klonierung eines Re- 
gulators aus Corynebacterium glutamicum 

20 

Chromosomale DNA aus C. glutamicum R127 (FEMS Microbiol 
Lett (1989) 65: 299-304) wurde, wie bei Scharzer et al . 
(Bio/Technology (1990) 9: 84-37) beschrieben, isolierc. 
Diese wurde mit dem Restriktionsenzym Sau3A gespalten 

25 und durch Saccharose-Gradienten-Zentrif ugation, wie bei 
Sambrook et al . (Molecular Cloning, A laboratory manual 
(1989) Cold Spring Harbour Laboratory Press) beschrie- 
ben, auf getrennt . Die einzelnen Fraktionen wurden gele- 
lektrophoretisch auf ihre GroSe hin analysiert und die 

30 Fraktion mit einer Fragmentgrofie von etwa 6-10 kb zur 
Ligation mit dem Vektor pJCl eingesetzt- Dazu wurde der 
Vektor pJCl mit BamHI linearisiert und dephosphory- 
liert, Funf ng davon wurde mic 20 ng der chromosomalen 
6-10 kb Fragmente ligiert. Mit dem gesamcen Ligations- 
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ansatz wurde dia exportdef ekte Mutante NA8 (J Bacteriol 
(1995) 177: 4021-4027) durch Elektroporacion (FEMS 
Microbiol LecC (1989) 65: 299-304) transf ormiert . Die 
Transf ormanten warden auf LBHIS (FEMS Microbiol Lett 
5 (1989) 65: 299-304) mit 15 Kanamycin pro ml selek- 
tioniert. Diese Transf ormanten wurden umf angreichen 
Plasmidanalysen unterzogen, indem 200 der insgesamt 
4 500 erhaltenen EClone einzeln angezogen, und deren 
Plasmidanteil , und -groSe bestimmt wurden. Icn Durch- 

10 schnitt trug etwa die Halfce der untersuchten Kanamy- 
cin-resistenten Klone ein rekombinantes Plasmid mit ei- 
nem Insert der durchschnitt lichen GroSe von 8 kb. Damit 
ergibt sich eine Wahrscheinlichkeit von 0;96 fur die 
Anwesenheit jedes x-beliebigen Gens aus C. glutamicum 

15 in der errichteten Genbank . Die 4500 erhaltenen Trans- 
formanten wurden alle einzeln auf Wiedererhalt der Ly- 
sinsekretion gepriif t . Dazu wurde das von Vrljic be- 
schriebene System zur Induktion der L-Lysinausscheidung 
in Corynebacterium glutamicum eingesetzt (J Bacteriol 

20 (1995) 177: 4021-4027). Dazu wurden sogenannte Minimal- 
medium- Indikatorplatten hergesteilt, die pro Liter 20 g 
(MH4)2S04, 5 g Harnstoff, 1 g KH2PO4, 1 g K2HPO4, 
0,25 g MgS04 x 7 H2O, 42 g Morpholinopropansulf on- 
saure, 1 ml CaCl2 (1 g/100 ml), 750 ml dest . , 1ml Cg 

25 Spuren-salze, 1 ml Biotin (20 mg/lOO ml), pH7 , 4 % Glu- 
kose 1,8 mg Protokatechusaure , 1 mg FeS04 x 7 H2O, 1 mg 
MnS04 X H2O, 0,1 mg ZnS04 x 7 H2O, 0,0 2 mg CUSO4 , 
0,002 mg NiCl2 6 H2O, 20 g Agar-Agar, sowie lo"^ Zel- 
len/ml der Lysin-auxotrophen C. glutamicum Mutante 49/3 

30 enthielten. Die ursprunglichen 4500 Transf ormanten wur- 
den alle einzeln mictels Zahnstocher auf die Indikator- 
platten gepickt, mit jeweils einer Kontrolle des ur- 
sprunglichen Nichtausscheiders NA8 (J Bacteriol (1995) 
177: 4021-4027) und des Ausgangsstammes R127. Parallel 
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warden jeweils 2 Flatten beimpfc, von denen nur eine 
zusatzlich 5 mM L-Methionin enthielt, urn so die Lysin- 
ausscheidung zu induzieren. Die Indikacorplatten warden 
bei 3 0 inkubiert, und nach 15, 24 und 4 8 Stunden an- 

5 tersucht. Insgesamt warden so 29 Klone erhalten, die 

aaf der mit Methionin versetzten Indikator-platte einen 
Wachstamshof durch den Indikat ionsstamms 49/3 zeigten. 
Die Klone warden vereinzelt, und dann erneut, wie oben 
beschrieben, aaf Wiedererha'lt des Wachstamshof s ge- 

10 priift. Aaf diese Weise warden die zwei Klone NA8 

pMV8-5-24 und NA3 pMV6 - 3 erhalten, die die Fahigkeit 
wiedererhalten hatten, Lysin auszuscheiden . 

Von diesen Klonen warden Plasmidpraparationen, wie bei 
15 Schwarzer et al . (Bio/Technology (1990) 9: 84-87) be- 
schrieben, durchgef uhrt . Durch Retransformation in NAS 
wurde der plasmidgebundene Effekt der Auscheidung von 
L-Lysin bestacigt. Beide Plasmide warden einer Restrik- 
tionsanalyse unterzogen. Plasmid pMV8-5-24 tragt ein 
20 Insert von 8,3 kb, and pMV6-3 eines von 9,5 kb . Die 
physikalische Kartierung der Inserts zeigt Figur 1, 

b) Subklonierung eines DNA- Fragments, das den Lysinex- 
port rekonstituiert 

25 

Vom Insert des Plasmids pMV6-3 warden unter Nutzung der 
besticnmten Restriktionsschnittstellen einzeine Subklone 
hergestellt. So warde das 3 , 7 kb Xhol -Sail -Fragment , 
das 2,3 kb BamH I -Fragment und das 7,2 kb BamHI - Fragment 
30 mit dem entsprechend geschnittenem and behandeltem Vek- 
tor pJCl (Mol Gen Genet (1990) 220: 478-480) ligiert. 
Mit den Ligat ionsprodukten wurde direkt C. glutamicum 
NA8 transf ormiert , die Transf ormanten wie oben be- 
schrieben auf Wiedererhalt der Lysinausscheidung ge- 
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prufc und die Anwesenheit des Subklons durch Plas- 
midpraparation und Restrikcionsanalyse bescatigt. Auf 
diese Weise wurde als kleinster Subkion der St:amm mic 
Plasmid pMV2-3 erhalten (Figur 1) . Dieses, den Lysinex- 
5 port vermictelnde Fragment enthalt als Insert das 
2,3 kb BamHI- Fragment aus pMV6-3. 

c) Sequenz des Lysinexportgens lysE und dessen Regula- 
tors lysG 

10 

Die Nukieotidsequenz des 2,3 kb BamHI -Fragments wurde 
nach der Dideoxy-Kettenabbruch-Methode von Sanger et 
al. durchgefuhrt (Proc Matl Acad Sci USA (1977) 74: 
5463-5467), und die Sequenziereaktionen mit dem Auto- 

15 Read Sequencing kit von Pharmacia (Uppsala, Sweden) . 

Die elektrophoretische Analyse erfolgte mit dem automa- 
tischen Laser-Flureszenz DNA Sequenziergerat (A.L.F.) 
von Pharmacia-LKB (Piscataway, NJ, USA) . Die erhaltene 
Nukleotidsequenz wurde mit dem Programmpaket HUSAR 

20 (Release 3.0) des Deutschen Krebsf orschungszentrums 

(Heidelberg) analysiert. Die Nukleotidsequenz und das 
Ergebnis der Analyse ist in Tabelle 2 wiedergegeben . 
Die Analyse ergibt zwei vollstandige offene Leserascer 
(ORF) auf dem sequenzierten DNA-Stiick. ORFl kodiert fur 

25 ein Protein mit einer Lange von 23 6 Aminosauren, ORF2 
fur eins mit einer Lange von 2 90 Aminosauren. Das von 
ORFl abgeleitete Protein zeigt eine Haufung hydrophober 
Aminosauren, wie sie fur membranstandige Proteine cha- 
rakterist isch ist. Die detaillierte Analyse der Vercei- 

30 lung der hydrophoben und hydrophilen Aminosauren mit 
dem Programm PHD. HTM (Protein Science (1995) 4: 521- 
533) ist in Tabelle 3 gezeigt. Daraus ergibt sich, daft 
das Protein sechs hydrophobe Helixbereiche enthalt, die 
die Membran durchqueren. Damit handelt es sich bei die- 
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sem Procein um den gesuchcen Exporter der Aminosaure L- 
Lysin. Das entsprechende Gen wird deswegen im Folgenden 
als lysE bezeichnet . Es ist entsprechend in Tabelle 2 
markiert. 0RF2 wird in Gegenrichtung zu ORFl transkri- 
5 biert . Die Sequenzanalyse zeigt, daE 0RF2 hohe Identi- 
tat mit Regulatorgenen hat, die als eine Familie zusam- 
mengefaSt werden (Ann Rev Microbiol (1993) 597-626), 
Gene dieser Familie regulieren die Expression der ver- 
schiedensten an kacabolen Oder anabolen Prozessen be- 

10 teiligter Gene in positiver Weise. Im Folgenden wird 
0RF2 deswegen als lysG (Govern ^ Regulieren) bezeich- 
net. Wegen dieser Zuordnung, und well lysE nur zusammen 
mit lysG kloniert (siehe a) ) und subkloniert werden 
konnte (siehe b) ) , ist lysG Regulator von lysE und so- 

!5 mit ebenfalls am Lysinexport beteiligt. Das Gen lysG 

und dessen abgeleitete Aminosauresequenz sind ebenfalls 
in Tabelle 2 bzw, Tabelle 1 gezeigt. 

d> Identif izierung eines unbekannten Membranproteins 
20 aus Escherichia coli durch Sequenzvergleich 

Mit den etablierten Sequenzen gemaS Tabelle 3 konnen 
bereits existierende Sequenzbanken durchsucht werden, 
um so den von sequenzierten Bereichen abgeleiteten Pro- 

25 teinen eine Funktion zuzuordnen. Entsprechend wurde die 
Aminosauresequenz des Lysinexport ers aus C. glutamicum 
unter Zuhilfenahme des Programmpakets HUSAR (Release 
3.0) des Deutschen Krebsf orschungszentrums (Heidelberg) 
mit abgeleiteten Protein-Sequenzen aller dort deponier- 

30 ten DNA-Sequenzen verglichen, Zu einer einzigen Sequenz 
bisher unbekannter Funktion aus E. coli ergab sich eine 
hohe Homologie von 3 9,3 % identischen Aminosauren, und 
64,9 % ahnlichen Aminosauren. Der Vergleich ist in Fi- 
gur 2 gezeigt. Das bislang nicht charakterisierte offe- 
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ne Leseraster aus E. coLi ist iiber disses Verfahren da- 
mic als ein Aminosaureexportgen idencif iziert . 

e) Gesteigerter Export intrazellular akkumuliercen L- 
5 Lysins 

Der Stamm C. glutamicum NAB (J Bacceriol (1995) 177: 
4021-4027) wurde mit Plasmid pMV2-3 cransf ormiert , und 
die L-Lysinausscheidung der Stamme verglichen, Dazu 

10 wurden NA8 und NA3pMV2-3 in Komplexmedium wie bei 

Vrljic et al, (J Bacterid (1995) 177: 4021-4027) be- 
schrieben angezogen, und das Fermentationsmedium CGXII 
{J Bacterid (1993) 175: 5595-5603) jeweiis gecrennt 
beimpft. Das Medium enthielt zusatzlich 5 mM L- 

15 Methionin, um die intrazellulare L-Lysinbiosynthese zu 
induzieren. Nach Kultivierung fur 24 Stunden bei 3 0 °C 
auf dem Rotationsschuttler bei 140 Upm wurde zellinter- 
ne und externe L-Lysinbestimmungen durchgef uhrt . Zur 
zellinternen Bestimmung wurden Silikonolzentrif ugat io- 

20 nen durchgefuhrt (Methods Enzymology LV (1979) 547- 

567) ; die Bestimmung der Aminosauren erfolgte mittels 
Hochdruckf lussigchromatograf ie (J Chromat (1983) 266: 
471-482). Diese Bestimmungen wurden zu verschiedenen 
Zeiten, wie in Figur.3 angegeben, durchgefuhrt. Enc- 

25 sprechend dem benutzten Verfahren wird das angestaute 
zellinterne L-Lysin also durch pMV2-3 vermehrt ausge- 
schieden und akkumuliert . Entsprechend ist erwartungs- 
gemaS auch das zellintern vorhandene L-Lysins stark re- 
duziert . Somit stellt die Nutzung des encdeckren und 

30 beschriebenen Exporters ein Verfahren dar^ um die L- 
Lysinbildung entscheidend zu verbessern. 

f) Gesceigerte Akkumulation von L-Lysin durch iysE oder 
lysEG 



ERSATZBLATT(REGEL 26) 



wo 97/23597 



PCT/DE96/02485 



Vom Subclon piyrV2-3, der das sequenzierte 23 74 bp BamHI - 
Fragment in pJCl enthalc (siehe Figur 1), wurde ent- 
sprechend der Sequenzinf ormacion das lysE cragende 
5 1173 bp PvuII-Hindll Fragment in pZl (Appl Env Micro- 
biol (1989) 55: 684-638) ligiert, und so das Piasmid 
plysE erhalten. Dieses Piasmid, sowie das lysElysG tra- 
gende Piasmid pMV2-3 wurde durch Elektroporat ion in C. 
glutamicum Stamm d eingefiihrt, indem chromosomale Be- 

10 reiche deletiert sind. Die erhaltenen Stamme C. 
glutamicum d pMV2-3, C. glutamicum d plysE, C, 
glutamicum pJCl wurden wie unter e) beschrieben zu- 
nachsc auf Komplexmedium vorgezogen, dann in Produkti- 
onsminimalmedium CGXII zusammen mit 4% Glukose und 5 mM 

15 L-Methionin kultiviert, und Proben zur Bestimmung des 
akkumuiierten L-Lysins entnommen. Wie aus Figur 4 er- 
sichtlich, wird durch lysElysG eine Steigerung der Ly- 
sinakkumulation gegeniiber der Kontrolle erreicht. Die 
plysE wird durch dieses Verfahren eine aufierordent lich 

20 gesteigerte Akkumulation von 4,8 auf 13,2 mM L-lysin 
erreicht. 
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Legenden der Tabellen und Figuren: 

Tabelle 1: Die Aminosauresequenz des Lysinexporter- 
5 Regulators aus Corynebacterium giucacnicum, mic dem fur 
DNA-bindende Proteine typischen Heiix-Turn-Helix Motif. 

Tabelle 2 (drei Seiten) : Die Nukleot idsequenz des fur 
den Lysinexporter und Lysinexport -Regulators codieren- 
10 den Bereichs aus C. glutamicum, 

Tabelle 3 : Die Aminosauresequenz des Lysinexporters aus 
Corynebacterium glutamicum, mit den ident if izierten 
transmembranen Helices TMHl bis TMH6 . 

15 

Figur 1: Die durch die Klonierung erhaltenen DNA- 
Fragmente in piyrV6-3 und pMV8-5-24, die die Lysinsekre- 
tion bewirken, sowie der aus pMV6-3 hergestellte Sub- 
klon pMV2-3, der ebenfalls die Lysinsekret ion bewirkt 
20 und sequenziert wurde.B; BamHI; Sm, Smal; Sc, Sad; Si, 
Sair;H, Hindll; X, Xhol . 

Figur 2: Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenz 
von LysE aus C. glutamicum (oben) , mit einem Genprodukc 
25 bislang unbekanncer Funktion aus Escherichi coli 

(unten) , das dadurch als Exportcarrier identif iziert 
ist . 

Figur 3: Gesteigerter Lysinexport durch pMV2-3 mit C. 
30 glutamicum NA8 . Oben, die Kontrolle mit geringer Aus- 
scheidung und zellinternem Anstau von Lysin bis etwa 
150 mM. Unten die durch pMV2-3 bewirkte hohe Ausschei- 
dung mit zellinternem nur geringem Anstau von etwa 30 
mM . 
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Figur 4- Die Steigerung der Lysinakkutnulatiion in C. 
glutamicum durch lysElysG (pMV2-3) (mi.tlere Kurve) , 
und die durch lysE (plysE) bedingte Akkumulacion (obere 
5 Kurve) . 
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GGTAAACGACTTCCACAATGAGACGGACCGGGTTAAGGACGCCCGCTTCTTCACTTTTTG 

f-LysG 

GGACTTGGAAAAGTCTTCATTGATTCCGGCGTTAGGGAGCTAACGACGTAGTTGCTGCCG 

PRLGEIAADVVA 

CAGACACTCAGATCGATCTCTAGATCTAAGGTCCGCGGTAGCAACGGTTATGTAGCCACA 
DTLRALSRSELRWRQWYMPT 

CAGTTACCCATAGAGTAGCTCCTCCTAGTGAAGAGGACGAAAATCGTACCCTCGTCGAAC 
DI PIEDLLIVEGAKLMPAAQ 

CCAAAGCCCTTCTTCAGGGGTTGGTTCCGGAGbCGCTTAACGGAGTGGTTTTGGAAGGCG 
TEPLLGWGLGRRIAEGFGEA 

GCTGCCCTGTTACCTATGCGCGGACGCGGGGTGTCCTGGTAGCTGCGCGGGCAGGTCCAG 
SPVISVRRRGVPGDVRGDLD 

TGCCAGAACTTCGTGTAGAAACCCTGGCTTCGCATTCTGCCCGTAGCGTCGGGTTAGATC 
RDQLVDKPGFRLVPMAAWDL 

AAAGGGTAGTTGGTACATCCGTAGGGCGTTACTCCCCCAACGTTACCGGTTCACCGCGTA 
KGDVMYADRLSPTAIALHRM 

CCAAGGTTCAAGATGATGAAGTGTAGGGCGGTGCCCTAATCGAAGTGCCCAATGGCGAGG 
TGLEVVECGAVPNAERTVAG 

ATTTTGTAGAGGTGCGGCGTCGTTCCTATTACACACGCGAAGTAGAAGGTTCGCGTCGCA 
LVDGRRLLSLiTHAEDELRLT 

CTCGCAACGAGGTGGGGTTCTTCGATGGAGCAACTTGTGCCCTCCTTTGGTACACCTATC 
LTAGGWSAVENFVPPFWTSL 

GCTTAGACGCAACTACCGCTACCAATTGCCCTAAAGTCGTTCCGCAGGTCTATCAACGCG 
SDANIAITLPXEALRGSLQA 

AAATCAAAGACGAACGTCGTTGTGGTAAAAGGCGCGACGAACGTGTTCCTGAAGTGGGCG 
KTEAQLLVMKRAAQVLVEGA 

AAGCCAACGAAACCGGCCAACCCACGCGCTATGGTTGTGAGCTGGGTGCACTACGAGCTC 
ETAKAPQTRSVLVRGVHHEL 

TCGAAATTGCGCGACTGAGTGGCGGCTCCCCCTTTACCTTTCCCGATTCCTCCGCGGAAG 
AKVRQSVASPSISLALSAGE 



60 
120 

180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
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960 

< LysG 

CTTCGACGGAAGTAGTTACTAACTCTCGTTTCACAGGTCAACTTACCCCAAGTA 5 ' 

5 ' TGCCTTCATCAATGATTGAGAGCAAAGTGTCCAGTTGAATGGGGTTCATGAAGCT 

FSGEDI ISLLTDLQIPNM 

1020 

ATATTAAACCATGTTAAGAACCAATCATTTTACTTAAGTACTTCCATAGGTCACGATGGT 

M V 
LysS > 

1080 

GATCATGGAAATCTTCATTACAGGTCTGCTTTTGGGGGCCAGTCTTTTACTGTCCATCGG 
IMEIFITGLLLGASLLLSIG 

. 1140 

ACCGCAGAATGTACTGGTGATTAAACAAGGAATTAAGCGCGAAGGACTCATTGCGGTTCT 
? QNV LV I KQ G I K R EG L I AV L 

. 1200 

TCTCGTGTGTTTAATTTCTGACGTCTTTTTGTTCATCGCCGGCACCTTGGGCGTTGATCT 
LVCLISDVFLF- IAGTLGVDL 

. 1260 

TTTGTCCAATGCCGCGCCGATCGTGCTCGATATTATGCGCTGGGGTGGCATCGCTTACCT 
LSNAAPIVLD IMRWGGIAYL 

1320 

GTTATGGTTTGCCGTCATGGCAGCGAAAGACGCCATGACAAACAAGGTGGAAGCGCCACA 
LWFAVMAAKDAMTNKVEAPQ 

. 1380 

GATCATTGAAGAAACAGAACCAACCGTGCCCGATGACACGCCTTTGGGCGGTTCGGCGGT 
I lEETEPTVPDDTPLGGSAV 

. ' . . . . 1440 

GGCCACTGACACGCGCAACCGGGTGCGGGTGGAGGTGAGCGTCGATAAGCAGCGGGTTTG 
ATDTRNRVRVEVSVDKQRVW 

1500 

GGTAAAGCCCATGTTGATGGCAATCGTGCTGACCTGGTTGAACCCGAATGCGTATTTGGA 
VKPMLMAIVLTWLNPNAYLD 

. 1560 

CGCGTTTGTGTTTATCGGCGGCGTCGGCGCGCAATACGGCGACACCGGACGGTGGATTTT 
AFVFIGGVGAQYGDTGRWI F 

. 1620 

CGCCGCTGGCGCGTTCGCGGCAAGCCTGATCTGGTTCCCGCTGGTGGGTTTCGGCGCAGC 
AAGAFAASLIWFPLVGFGAA 

. 1680 

AGCATTGTCACGCCCGCTGTCCAGCCCCAAGGTGTGGCGCTGGATCAACGTCGTCGTGGC 
ALSRPLSSPKVWRWINVVVA 
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1740 

f orfS 

- N E R T K 

5 ' CTACTGGCGTAACCGGTAGTTTGACTACAACTACCCAATCAAAAGCGCCCAAAA 
AGTTGTGATGACCGCATTGGCCATCAAACTGATGTTGATGGGTTAOTTTTCGCGGG 5 ' 
VVMTALAIKLMLMG* 

LysE j 

. 1800 

CCTTAGCCACCGGAAGCGGGTTTACAACTACGGCCGCAGCACCCTTTAGAGTAGCTAGCG 
SDTAKAWINIGADHS lEDIA 

. i860 

GAGGTTGAGCCGCAGTCTTTTGAGGTTCAACAACTCACTTAGTTCCGACAACAGGTCGAC 
E LEAD S F E L NN,L SDL SNDLQ 

. 1920 

GAGTTGACTGCTTCGTGGTTAGTTACGTGACCAGTGCCATAGGCGCGGCATGAGAGGAAC 
EVSSAGILASTVTDAGYEGQ 

1980 

GAGCGCGTCGTGGGTACGTTCGCGGTAGACGCGTTCACTGACGGGCGCAAGGACCCGCTA 
ERLVWALAMQALSQGREQAI 

. 2040 

CAGTAACTCGAACGCCTGGTATAGTTATAACAAGTGCAAGTTGTACGGGAGTCTGTCCCT 
DNLKRVMDINNVNLMGESLS 

2100 

GAATGGGACCGACCGCGCCCTTGGGAGACCTTAAGGTAGCTCTATAAACAGGCACTCGTC 
KGQSARSGEPIGDLYKDTLL 

. 2160 

CGGGACGCGTTCACCACTCTTTCGTTACTGCGGTTCTGGTAACAACCGTCGACTGACGTT 
GQALPSFAIVGLGNNAASQL 

. 2220 

GTTCAAGAGTGGCAGTAGCGGGCCAAGGAGGTGGGTTGCTAATTACTACCTTATCGAACC 
LNEGDDGPEEVWRNI ISYSP 

. 2280 

GACTACTTAGTCTTCGCCCGTCGGGAGGAGGCGGTACTTGAGTCGGCGGAGGCGACACTC 
QHILLPCGEEAMFEAAEATL 

. 2340 

GAGACCTGGCATCCTTCTTTATGGGTGCATTTCTCGGAAAGGTCTGCGTTGTTACAGTGC 
EPGYSS IGVYLAKGSAVIDR 

. 2374 

GTTACGCATGTACCAAAGAAGGTTTCCTCATAGA 
LAYMTEELPTD 



Tabelle 2 ( f ortgesetzt ) 
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Pa t enc an sp riic he 



1. Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von Ami- 
nosauren, bei dem die Exporccarrier-Aktivitat 
und/oder die Exportgen- Expression eines die ent- 
sprechende Aminosaure; produzierenden Mikroorga- 

10 nismus erhohc wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die endogene Exporncarrier-Akt ivitat des Mi - 
15 kroorganismus erhoht wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch ge.kennzeichnet, 

daS durch Mutation des endogenen Exportgens ein 
20 Carrier mit hoherer Export -Aktivitat erzeugt 

wird. 

4 . Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3 , 
dadurch gekennzeichnet, 
25 daS die Genexpression des Exportcarriers durch 

Erhohen der Genkopienzahl erhoht wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 

dadurch gekennzeichnet, 
30 daS zur Erhohung der Genkopienzahl das Exportgen 

in ein Genkonstrukt eingebaut wird. 

G, Verfahren nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, 
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dais das Exportgen in einen Vektor mic niedriger 
Kopienzahl eingebauc wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 
5 dadurch gekennzeichnet, 

daS das Exportgen in ein Genkonstrukt eingebaut 
wird, das dem Exportgen zugeordnete regulacori- 
sche Gensequenzen enthalt. 

10 8. Verfahren nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS die regulatorische Gensequenz eine fiir die in 
Tabelle 1 angegebene Aminosauresequenz und deren 
Allelvariacionen kodierende Nukleotidsequenz auf- 

15 weist. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 
dais die regulatorische Gensequenz eine Nukleo- 

20 tidsequenz von Nukleotid 954 bis 82 getnaS Tabel- 

le 2 Oder eine im wesentlichen gleichwirkende 
DNA-Sequenz aufweist . 

10. Verfahren nach einetn der Anspruche 5 bis 9, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

daS ein die entsprechende Aminosaure produzieren- 
der Mikroorganismus mit dem das Exportgen enthal- 
tende Genkonstrukt transf ormiert wird. 

30 11. Verfahren nach Anspruch 10, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS ein Mikroorganismus der Gattung Corynebacte - 
rium mit den das Exportgen enthaltende Genkon- 
strukt cransf ormiert wird. 
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12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, 
dadurch gekennzeichaet. 
daS fiir die Transformation ein Milcroorganismus 

5 eingeseczt wird, in dem die an der Synthese der 

entsprechenden Aminosaure beteiligten Enzyme de- 
reguliert sind. 

13. Verfahren nach einem -der Anspruche 10 bis 12, 
10 dadurch gekennzeichneti, 

daS fiir die Transformation ein Mikroorganismus 
eingesetzt wird, der einen erhdhten Antail an 
Zentralstof f wechselmetaboliten enthalt . 

15 14. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS das Exportgen aus einem Mikroorganismen-Stamm 
der Gattung Corynebacterium isoliert v/ird. 

20 15, Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che , 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Exportgensequenz durch Vergleich mit der 
Sequenz eines bereits bekanncen Exportgens iden- 
25 tifiziert wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS die von der zu ident if izierenden Exportgense- 
30 quenz abgeleicete Aminosauresequenz mic der in 

Tabelle 3 angegebenen Aminosauresequenz oder de- 
ren Allelvariat ionen verglichen wird. 
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17. Verfahren nach einetr. der vorhergehenden Ansprii- 
che , 

dadurch gekennzeichnet, 
daS die Exportgen-Expression durch Verstarkung 
5 der Transkriptionssignale erhoht wird. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che , 

dadurch gekennzeichnet, 
10 daS als Exportgen ein Gen mic einer fiir die in 

Tabelle 3 angegebene Aminosauresequenz und deren 
Allelvariacionen kodierenden Nukleotidsequenz 
eingesetzt wird. 

15 19. Verfahren nach Anspruch 18, 

d a d u r- c h gekennzeichnet, 
dais als Exportgen ein Gen mit der Nukleccidse- 
quenz von Nukleotid 1016 bis 1725 gemaS Tabelle 2 
Oder einer im wesentlichen gleichwirkenden ONA- 

20 Sequenz eingesetzt wird. 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche 
zur Herstellung von L-Lysin. 

25 21. Fiir einen Aminosaure-Exportcarrier kodierendes 
Exportgen . 

22. Exportgen nach Anspruch 21 mit einer fur die in 
Tabelle 3 angegebene Aminosauresequenz und deren 

30 Allelvariationen kodierenden Nukleot idsequenz . 

23. Exportgen nach Anspruch 22 mit der Nukleotidse- 
quenz von Nukleotid 1016 bis 1725 gemaS Tabelle 2 
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Oder einer im wesentlichen gleichwirkenden DNA- 
Sequenz . 

24. Exportgen nach einem der Ansprizche 21 bis 23 mit 

5 diesem zugeordneten regulatorischen Gensequenzen . 

25. Exportgen nach Anspruch 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die regulacorische Gensequenz eine fur die in 
10 Tabelie 1 angegebene Aminosauresequenz und deren 

Ailelvariacionen kodierende Nukleotidsequenz auf- 
weist . 

26. Exportgen nach Anspruch 25, 

15 dadurch gekennzeichnet, 

daS die regulatorische Gensequenz eine Nukleo- 
tidsequenz von Nukleotid 954 bis 82 gemaiS Tabel- 
ie 2 Oder eine im wesentlichen gleichwirkenden 
DNA-Sequenz aufweist. 

20 

27. Zur Regulation eines fur einen Aminosaure- 
Exportcarrier kodierenden Exportgens geeignetes 
Regulacorgen mic einer fur die in Tabelie 1 ange- 
gebene Aminosauresequenz und deren Allelvariat io- 

25 nen kodierenden Nukleot idsequenz . 

28. Regulatorgen nach Anspruch 27 mit der Nukleo- 
tidsequenz von Nukleotid 954 bis 82 gemaS Tabel- 
ie 2 Oder einer im wesentlichen gleichwirkenden 

30 DNA-Sequenz. 

29. Genstruktur, enthalcend ein Exportgen nach einem 
der Anspruche 21 bis 26. 
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30. Genstrukcur , enthaltend eine regulacorische Gen- 
sequenz nach Anspruch 27 oder 23. 

31. Vektor, enthaltend ein Exportgen nach einem der 
Anspriiche 21 bis 26 oder eine Genstruktur nach 
Anspruch 29. 

Vektor nach Anspruch 31 mit niedriger Kopien- 
zahl . 

Vektor, enthaltend eine regulatorische Gensequenz 
nach Anspruch 2 7 oder 2 8 oder eine Genstruktur 
nach Anspruch 30. 

Transformierte Zelle, enthaltend in replizier- 
barer Form ein Exportgen nach einem der Anspruche 
21 bis 26 Oder eine Genstruktur nach Anspruch 29. 

Transformierte Zelle nach Anspruch 34, enthaltend 
20 einen Vektor nach Anspruch 31 oder 32. 

36. Transformierte Zelle nach Anspruch 34 oder 35, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS sie der Gattung Corynebacterium angehort . 

25 

37. Transformierte Zelle nach einem der Anspruche 34 
bis 36, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS in dieser die an der Synthese beteiligten En- 
30 zyme der Aminosaure, die mittels des Exportcarri- 

ers, fur das das in die transformierte Zelle 
iibertragene Exportgen kodiert, aus der Zelle aus- 
geschleust wird, dereguliert sind. 



32 



iO 



33 



ERSATZBLATT(REGEL26) 



wo 97/23597 

38 . 

5 

39 . 

10 

40 . 
15 41 . 

42 . 

20 

43 , 
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Transf ortnierte Zelie nach einem der Anspruche 34 
bis 37, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS sie einen erhdhten Anteil an Zentraistof f - 
wechselmetaboliten enthalt . 

Transf ormierte Zelle, enchalcend in replizierba- 
rer Form eine regulatorische Gensequenz nach An- 
spruch 27 Oder 28 oder eine Genstruktur nach An- 
spruch 3 0 . 

Transf ormierte Zelle nach Anspruch 39, enthalcend 
einen Vektor nach Anspruch 33. 

Fur den Export von Aminosauren geeignece Membran- 
proteine mit S transmembranen Helices, 

Membranprotein nach Anspruch 41 mit der in Tabel- 
le 3 angegebenen Aminosauresequenz , wobei Tabel- 
le 3 Bestandteil dieses Anspruches ist. 

Verwendung eines Exportgens zur Steigerung der 
Aminosaureproduktion von Mikroorganismen, 

Verwendung nach Anspruch 43, 
dadurch gekennzeichnec, 
daS ein mutierces Exportgen, das fur ein Enzym 
mit erhohter Exportcarrier- Akt ivitat kodiert, 
verwendet wird. 

Verwendung nach Anspruch 43 oder 44, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS der Aminosaure-produzierende Mikroorganismus 
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mit einem Genkonscrukc , das ein Exportgen ent- 
halt, transf ormierz wird. 

46. Verwendung nach Anspruch 45, 

5 dadurch gekennzeichnet, 

dal5 das Genkonstrukt zusatzlich regulacorische 
Gensequenzen cragt . 

47. Verwendung nach einem der Anspruche 4 3 bis 46, 
iO dadurch gekennzeichnet, 

daS ein Exportgen aus Corynebacterium verwendet 
wird. 



48. Verwendung nach einem der Anspruche 43 bis 47, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS als Aminosaure-produzierender Mikroorganismus 
Corynebaccerium verwendet wird. 
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Figur 2 
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Figur 3 
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(57) Abstract 



The invention pertains to a process for the microbial production of amino acids. The process in question involves boosting the export 
carrier activity and/or export gene expression of a micro-organism which produces the desired amino acid. According to the invention, it 
was found that a single specific gene is responsible for the expon of a given amino acid, and on that basis a process for the microbial 
production of amino acids, involving the controlled boosting of the export gene expression and/or export carrier activity of a micro-organism 
which produces the amino acid in question, has been developed for the firet time. The boosted expression or activity of the expon carrier 
resulting from this process increases the secretion rate and thus increases transport of the desired amino acid. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung becrifft ein Verfahren zur mikrobiellen HcrstcUung von Aminosaurcn. bei dcm die Exportcamcraktivit^t und/odcr die 
Expongenexpression cincs die cntsprcchcndc Aminosaure produzierenden Mikroorganismus crhdht wird. ErfindungsgcmSB wurdc gcfundcn. 
da6 ftir den Expon von Aminos^uren jcweils ntir cin cinzigcs, spezifisches Gen vcrantwonlich tst. so daO crfindungsgcmafl erstmais ein 
Verfahren zur mikrobiellen HcrstcUung von Aminos^urcn zur Verftigung gestcllt wird, bei dcm gezielt die Expongenexpression und/oder die 
Exporccarrieraktivitilt cincs die cntsprcchcndc Aminosaure produzierenden Mikroorganismus crhdht wird. Die aus dicscr Verfahrcnswctsc 
resuUicrendc. gcstcigcne Expression bzw. Aktivicat dcs Exportcarricrs fUhrt zu eincr crhOhtcn Sccretionsratc. so daO der Transport der 
entsprechcnden Aminosaure erhdht ist. 
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